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(54) Omegas-fatty acid composition 

(57) Fatty acid composition comprising at least 80% by weight of omega-3-fatty acids, salts or derivatives thereof, wherein 
(all-Z)-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoic acid (EPA) and (all-Z)-4. 7, 10, 13, 16, 19-docosahexaenoic acid (DHA) 
comprise at least 75% by weight of the total fatty acids and are in a ratio of 1 :2 to 2:1 . The compositions can be used for 
the treatment or prophylaxis of multiple risk factors for cardiovascular diseases. 
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FATTY ACID COMPOSITION 



Present invention relates to a fatty acid composition com- 
prising at least 80% by weight of omega-3 polyunsaturated 
fatty acids, wherein at least 75% by weight of the total fatty 
acids comprise omega-3 (all-Z)-5,8,ll,14,17-eicosapentaenoic 
acid (EPA) C 20:5 and (all-Z)-4,7,10,13,16,29-docosahexaenoic 
acid (DHA) C 22:6. 



Field of Invention 

Cardiovascular diseases leading to morbidity and premature 
mortality is related to several risk factors such as hyper- 
tension, hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia, high 
blood platelet aggregation and according to recent findings, 
a high activity of the blood coagulation factor VII phospho- 
lipid complex. Over the last three decades antihypertensive 
drugs have contributed to the decline in cardiovascular dis- 
ease-related morbidity and mortality. There is however heig- 
htened concern about side effects and toxicity associated 
with the current antihypertensive therapy, especially in the 
mild hypertensive patient. There are results indicating that 
although the presently used antihypertensive agents are effi- 
cient in reducing blood pressure the pulse rate is coincident- 
ally enlarged. Thus there is a need for a drug with fewer 
adverse effects for the treatment of hypertension. It would 
be particularly advantageous if such a drug could be used for 
the simultaneous treatment of all the above mentioned anil- 



tiple risk factors associated with cardiovascular diseases, 
which is generally not the case with the currently available 
antihypertensive drugs, 

Description of prior art 

During the last decade numerous publications have appeared 
which report that various dietary fish oil preparations con- 
taining omega-3 polyunsaturated fatty acids have an effect 
on serum cholesterol and blood platelet aggregation. The 
machanisms suggested for these effects often centre around 
the prostanoid system. Thus there is some information on how 
dietary fish oils alter the excretion of some prostaglandin 
metabolites but available data conflict on several points. 

A reduction of blood pressure has been reported after intake 
of fish, crude fish oil (starting at 7% EPA and 5% DHA) or 
slightly concentrated fish oil preparations (typically con- 
taining 18% EPA and 12% DHA) although the components respon- 
sible for these effects were never identified. Furthermore 
all the studies presented so far had one or more serious flaws 
as pointed out in rewievs of the available studies [H.R.Knapp 
et al . , Proceedings of AOCS Short Course on polyunsaturated 
Fatty Acids and Eicosanoids, Ed. W.E.M. Lands, pp. 41-55, 
American Oil Chemists Society] and [K. Btfnaa, Tidskr. Nor 
Laegeforen nr. 28,1987, 2425-8]. 

Eicosapentaenoic acid C 20:5 omega 3 (EPA) has been considered 
to be the most important of the marine omega-3 polyunsaturated 
fatty acids partly because of its potent antiaggregatory 
action i.a. reported in US Patent No. 4,097,602, Silver et 
al, which was filed in August 1974. Later Dyerberg et al also 
described the same effect in [Lancet, p. 152, Jan. 21, 1978] and 
[Lancet II, p 117-119, July 15, 1978]. The main reason for the 
assumed importance of EPA is probably that it belongs to the 
eicosanoids which are key substances for the prostaglandin 
metabolism. 
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However according to several recent reports EPA alone does not 
have a significant effect on hypertension. In "Effects of 
highly purified eicosapentaenoic acid to angiotensin II and 
norepinephrine in the rabbit" , [prostaglandins August 1986, 
Vol. 32, No 2, pp 179-187] no reduction to blood pressure in 
rabbits was obtained using highly purified EPA of 90% con- 
centration. Terano et al, [Atherosclerosis, 46, 321-331, 
(1983)3 reported that a preparation containing 75% EPA and 
6.2% DHA had no significant effect on blood pressure in heal- 
thy volunteers after an intake of 3.6 g EPA ethyl ester. 
Similarly, Yoshida et al, [Artery, 14, 295-303, 1987], report- 
ed no effect on basal blood pressure after intake of 900mg 
EPA ethyl ester for 14 days or more. Furthermore 90% EPA 
methyl ester had no effect on spontaneously hypertensive rats 
[K. Yin et al, 1988, Clinical and Experimental Pharmacology 
and Physiology 15, 275-280]. 

In contrast to this, British patent application 2197199 des- 
cribes a composition for combatting pregnancy- induced hyper- 
tension where the compositions used in the example had an EPA 
content of 28-35%. The patients had no earlier history of 
hypertension. Hypertension being developed under pregnancy 
is considered to have different biological causes than normal 
hypertension, which seems to be underlined by the fact that 
it usually disappears after the termination of the pregnancy. 

To our knowledge there is nothing to suggest that DHA alone 
has any effect on the blood pressure. 

According to US patent 3,082,228 based on an application filed 
Dec. 18, 1959 a product containing at least 60% polyunsaturated 
fatty acids having 20 C atoms or more lowers the blood chole- 
sterol content significantly. Although other early studies 
indicate that fish oils lower total cholesterol and LDL-chole- 
sterol and raises HDL-cholesterol later results have generally 
drawn the opposite conclusion as pointed out by W.S.Harris in 
[(n-3)news, 3 (4), 1-7]. Thus when summarizing 45 articles on 



the subject, he found that LDL-cholesterol was increased by 
2-30% depending on the type of hyperlipidaemia. 

From PCT/WO 87/02247 is known a lipid emulsion for par- 
enteral use comprising an emulsifier, water and a marine oil 
comprising at least one omega-3 fatty acid wherein the con- 
centration of the free fatty acid in the emulsion is below 
about 5 meq/1, and wherein the marine oil will contain at 
least 30% by weight of a combination of esters of EPA and 
DHA. This lipid emulsion is used for the intravenous treatment 
of thrombotic disease states. 



Summary of the invention 

It has now been found that fatty acid compositions contain- 
ing a high concentration, of at least 80 % by weight, of 
omega-3 fatty acids, salts or derivatives thereof, where EPA 
and DHA are present in relative amounts of 1:2 to 2:1, and 
constitute at least 75% of the total fatty acids, has a sur- 
prisingly advantageous effect on all the above mentioned risk 
factors for cardiovascular diseases, but especially a good 
effect on mild hypertension, hypertriglyceridemia and on the 
coagulation factor VII phospholipid complex activity. It 
lowers serum LDL-cholesterol, increases serum HDL-cholesterol , 
lowers serum triglycerides, lowers systolic and diastolic 
blood pressure and the pulse rate and lowers the activity of 
the blood coagulation factor Vll-phospholipid complex. Al- 
though the detailed biological mechanisms for the effects of 
the compositions according to present application are not exp- 
licitly known, there are indications of a surprising synergism 
between the action of IPA and of DHA. 

One advantage of the compositions according to present ap- 
plication is their being very well tolerated, not giving rise 
to any severe side effects. 

An especially preferred composition according to present 
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application comprises at least 90% by weight of long chain, 
polyunsaturated omega-3 fatty acids of which EPA and DHA 
constitute at least 85% by weight of the total fatty acids 
and are present in a ratio of EPA : DHA from 1:1 to 2:1 espe- 
cially about 3:2. 

In order to isolate EPA and DHA in a mixture of high concen- 
tration according to present application, a special method 
was developed for purifying and isolating the long chain fatty 
acids from natural fish oils. Compositions according to pre- 
sent application may be produced according to the method of 
our European Patent Application No. 86906964.1. The analysis 
in % by weight was based on the ethyl esters even if other 
derivatives or salts or the acids themselves are a part of 
the present invention. 



Detailed Description of the Invention 

The composition according to this invention is preferably 
produced via the following method. Initially the marine oil 
raw material is esterified and concentrated via urea frac- 
tionation or the like, where the conditions are sufficiently 
mild to avoid disintegration of the products. The second stage 
is a molecular distillation. 

The fractionation in principle initially removes the major 
part of the esters having chain length below C 20. Thereafter 
a main fraction is removed consisting essentially of esters 
of the C 20- and C 22 acids. As the urea fractionation removes 
the saturated and less unsaturated esters, this fraction will 
contain high concentrations of EPA and DHA, according to the 
present method at least 75% by weight. The total amount of 
the long chain omega-3 acids will be at least 80% by weight. 
Other preferred compositions according to present application 
contain at least 95% by weight, with the EPA plus DHA content 
being at least 90% by weight. Another preferred composition 
according to present application contains at least 85% by 
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weight of the total omega-3 fatty acids and an EPA and DHA 
amount of at least 80% by weight. 

Other omega-3 acids of the C 20, C 21 and C 22 series will be 
obtained approximately in their original concentrations, e.g. 
from 3-5% by weight, typically at least 4.5% by weight. Thus 
the special and odd-numbered omega-3 all-Z 6, 9, 12, 15, 19 - 
heneicosapentaenoic acid C 21:5 is normally present in con- 
centrations of at least 1.5% by weight and omega-3 all-Z 
7, 10, 13,16,19-docosapentaenoic acid normally in concentrations 
of about 3.0% by weight. 

After removing the urea precipitate, the solvent used, nor- 
mally ethanol, is partially or fully removed by evaporation 
and the esters thus isolated may be further purified by wash- 
ing with water or a slightly alkaline water solution if the 
pure esters without contamination of the acids should be 
isolated. 

The free acids may be produced by well known hydrolyzation 
procedures. 

The upgrading of the EPA fraction to obtain a weight ratio of 
EPA: DHA of from 1:1 to 2:1, especially 3:2 or the upgrading 
of the DHA fraction to obtain a EPA: DHA weight ratio of from 
1:1 to 1:2 may be achieved in the molecular distillation 
stage. The method also provides the possibility of using 
supercritical fluid extraction and/or chromatography in the 
second stage with C0 2 eventually containing a more polar 
modifier, such as ethanol, in order to concentrate the EPA 
and/or DHA fraction. 

The urea fractionation and the subsequent molecular distilla- 
tion are performed under gentle conditions to avoid oxidation 
and/or isomerisation of the highly unstable omega-3 acids. As 
seen from Table 1 and 2 below, which gives the analysis of 
products obtained in accordance with the method of this inven- 
tion, there was not more than 1% of unknown components 
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in the purified product. There are, however, a certain amount 
of minor products such as C-16 and C-18 acids as will appear 
from the detailed analyzis shown in Table 2. 

For the main part these products will be the combined sum of 
the fraction of fatty acid esters, which are naturally occur- 
ring in fish oils, but the concentration of each separate 
ester in the finished product is less than 0.2%, apart from 
the omega-3 octadecatetraenoic acid C 18:4 n-3, which is 
present in approximately the same amount as in the starting 
material . 

Thus it will be understood that the total concentration of by- 
products occurring from the process is very low. 

The process is flexible enough to affect the relative propor- 
tions between the long chain C 20, C 21 and C 22 fatty acids 
which occur naturally in available fish oil raw materials. It 
provides not only for the upgrading of the individual acids, 
but the ratio between them will remain within a pattern of 
variation which is optimal in nature. But simultaneously there 
is room for compensating the sometimes extreme variations 
which may occur naturally, cfr. below. Thus it will be pos- 
sible to make a product with a constant and predetermined 
composition. 

Fish oils may also contain by-products and contaminants such 
as pesticides, chlorinated hydrocarbons, heavy metals, chole- 
sterol and vitamins. During the production of the concentrate, 
the concentrations of these components are significantly 
reduced compared to untreated fish oils. 

In nature the relative contents of EPA and DHA, and also of 
the other long chain omega-3 acids, is dependent on the marine 
species and there are also seasonal variations within the same 
species. In the USA fish oil is today mainly produced from 
menhaden. This oil will typically contain 14-19% EPA and 5-8% 
DHA. Our analysis of one cod liver oil batch showed a content 
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of 6.9 EPA and 8.4 DHA. For capelin the EPA values varied 
from 8.6 to 11.4 from January 1973 to August 1973, while the 
DHA values from 6.7% to 11% during the same period. For Nor- 
wegian coastal herring the content in October 1973 was 6.4% 
EPA and 9.8% DHA, while catches in November 1983 showed a 
reduction to 1.7% and 1.1%, respectively. 

These variations mean that dietary intake of fish oils or fish 
alone, will not secure a constant supply of omega-3 acids. 
Even if all the long chain C 20, C 21 and C 22 omega-3 acids 
will not or only may become moderately upgraded during the 
process, they will be preserved at least in their original 
proportions . 

In Table 1 the left hand column illustrates the typical varia- 
tions between the contents of individual long chain acids in 
the compositions of this invention, while the right hand 
column shows the exact analysis of the test sample used in 
the study on the biological effects, the results of which 
are shown in the Tables 4-8 below. 



Table 1 

C 20:4 omega-6 
C 20:5 omega-3 
C 21:5 omega-3 
C 22:5 omega-3 
C 22:6 omega-3 
lower acids 
unknown 

sum Omega-3 FA 
sum EPA + DHA 
EPA : DHA 



Typical product variation Test Sample 



40-60 
1- 4 



1,4 
54 
1,5 
2 

32,6 
7,5 



86.6 
3.3 : 
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Table 2 shows a detailed analyzis of a batch of starting 
material and of another composition of this invention obtained 
therefrom. 



Table 2 

Fattv acid composition f%) 

Fatty Starting material Product ethyl ester 
acid Fish oil, test sample 



C14:0 




7 . 


5 


0.0 


Pristanate 


o 


4 


0.0 


C16:0 








0.0 


C16:l 


n7 


7 


2 


0.0 


7-Mel6:0 






0.0 


C16:2 


n6 


o 


5 


0.0 


C16:2 


n4 


1 


2 


0.0 


Phytanate 


0 


3 


0.0 


C16:3 


n4 


0 


5 


0.0 


C16:4 


nl 








C18:0 




2 


3 


0.0 


Cl8:l 


n9 


9 


1 


0.0 


C18:l 


n7 






0.0 


C18:l 


n5 


0 


4 


0.1 


C18:2 


n6 


1 


1 


0.0 


C18:2 


n4 


0 


2 


0.0 


C18:3 


n6 


0 


2 


0.2 


C18:3 


n3 


0 


7 


0.2 


C18:4 


n3 


2 


5 


2.8 


C18:4 


nl 


0 


1 


0.2 


C20:l 


n9+7 


5 


9 


0.0 


C20:l 




0 


1 


0.0 


C20:2 


n6 


0 


2 


0.1 


C20:3 


n6 


0 


1 


0.0 


C20:4 


n6 


0 


7 


1.4 


C20:4 


n3 


1 


2 


0.9 


C20:5 


n3 


16 


5 


53.4 


C22:l 


nll+9 


4 


6 


0.0 


C22:2 


n6 


0 


7 


0.0 


C21:5 


n3 


0 


9 


1.6 


C22:4 


n6 


0 


1 


0.0 


C22:5 


n6 


0 


.1 


0.4 


C22:5 


n3 


2 


.0 


3.1 


C22:6 


n3 


7 


.9 


34.3 


Sum unknown 


1 


.0 


1.0 


Sum omega-3 FA 


31 


.7 


95.4 


incl. 


C 18 


3 


.2 


3.0 


Sum EPA +DHA 


24 


.4 


87.7 


EPA : 


DHA 


2.1 


: 1 


3.1 : 2 
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Table 3 shows the main fatty acid contents of several composi- 
tions according to present application. 

Table 3 



Fatty 

acid Composition m 



C18:2 n6 


0. 


.3 


0. 


.3 


0, 


,1 


0, 


.0 


0, 


.2 


0. 


.1 


C18:3 n3 


0. 


.3 


0. 


,3 


0. 


,0 


0, 


.1 


0, 


.3 


0. 


.0 


C18:4 n3 


2. 


.3 


2. 


.3 


3. 


.6 


2, 


.2 


1, 


.8 


0, 


,7 


C18:4 nl 


0. 


,2 


0. 


,2 


0. 


,4 


0, 


.3 


0, 


.0 


0, 


.0 


C20:4 n6 


1. 


,7 


1. 


,7 


1. 


,5 


3, 


.9 


1, 


.6 


1, 


.6 


C20:4 n3 


2. 


.4 


0. 


,9 


1. 


,3 


1. 


.2 


1, 


.9 


0. 


.3 


C20:5 n3 


54. 


.7 


52. 


,7 


42. 


,2 


48, 


.5 


41. 


.0 


31, 


.7 


C21:5 n3 


2. 


,1 


2. 


,1 


1. 


,7 


2, 


,0 


1. 


.7 


1. 


,2 


C22:5 n6 


0. 


,4 


0. 


,4 


0. 


,6 


0. 


,8 


0. 


.7 


1. 


.1 


C22:5 n3 


5. 


,4 


5. 


8 


2. 


.8 


4. 


.3 


5. 


.8 


3. 


.3 


C22:6 n3 


28. 


.7 


31. 


,0 


38. 


,0 


34, 


,9 


42, 


.4 


58. 


,5 


Sum n3FA 


95. 


.9 


95. 


.1 


89. 


,6 


93, 


.2 


94. 


.9 


95, 


.7 


incl. C 18 


























Sum EPA+DHA 


83. 


,4 


83. 


,7 


80. 


,2 


83, 


.4 


83, 


.4 


90. 


.2 


EPA : DHA 


1.9: 


:1 


1.7: 


il 


l.l: 


;1 


1.4! 


il 


l! 


:1 


1:1. 


.8 



n3FA denotes omega-3 fatty acids 



BIOLOGICAL EFFECTS . 

In order to evaluate the effect of a composition according 
to present application on blood pressure, pulse rate, trigly- 
ceride levels, serum cholesterol and HDL-cholesterol , blood 
platelet aggregation and the coagulation factor VII phospho- 
lipid complex activity, the whole population aged 34-60 years, 
of a small Norwegian town was invited to a health check and of 
those, 22000 persons were screened for the following crite- 
ria: 

- untreated moderate hypertension of a diastolic blood pres- 
sure (DBP) ranging from 89 to 111 mm Hg and a systolic blood 
pressure (SBP) from 110 to 180 mm Hg. 

- no previous cardiac illness and not using cardiac drugs 

- no severe diseases 

- not extremely overweight 
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- no alcoholism 

- serum cholesterol of at least 6.0 mraol/liter 

The group of volunteers selected by these criteria amounted 
to 172 persons. The volunteers were screened during a run-in 
period of 6 month to ensure stabilization of blood pressure 
before the test substance was administered. 

All blood pressure measurements were done with an automatic 
instrument (Dinamap) and at each occasion three measurements 
(with 2 minutes intervals) were done sitting and standing 
under controlled conditions. The average of the two last 
sitting and standing measurements were used. 

The study was a controlled double blind one. The 172 volun- 
teers were randomized to two groups of similar size. One group 
was treated with placebo capsules of corn oil, each with 1 g 
corn oil added 0.3% Vitamin E. The other group received cap- 
sules containing 1 g of the test substance whose composition 
is given in Table 1. Both sets of capsules were made of co- 
loured soft gelatin to assure the blind effect. The volunteers 
were asked to take 3 capsules twice daily of either the test 
or control substance for 11 to 12 weeks. 171 volunteers com- 
pleted the study and on average about 90% of the capsules 
were taken. 

As will appear from tables 4 and 5 below, corn oil had no 
statistically significance effect on the blood pressure. The 
effect on the test substance on blood pressure was assessed 
first on the whole group taking the test substance and next 
on those individuals with higher blood pressures. The average 
blood pressures for the patients with higher blood pressures 
at the start and finish of the treatment with the active test 
substance of this invention are given in Table 4 (diastolic 
blood pressure) and Table 5 (systolic blood pressure) . 



Table 4 



EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 
ON DIASTOLIC BLOOD PRESSURE 

DBP Number Average Average Average Signif i- 

Range of DBP before DBP after Reduction cance 

patients treatment treatment in DBP 
fmm KG) (mm Ha) from Ha) 

Test substance 

85-109 62 95.8 93.4 2.4 p<0.05 

98-109 22 102 96.2 5.8 p<0.01 



Corn oil 

85-109 57 95.7 96.0 0 n.S. 

98-109 26 101.8 100.7 1.1 n.S. 

n.s. means not significant 



Table 5 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 
ON SYSTOLIC BLOOD PRESSURE 



SBP of Number Average Average Average Signifi- 
patients of SBP before SBP after Reduction cance 
(mm Hg) patients treatment treatment in SBP 
fmm HG) (mm Ka) (mm Hg) 

Test substance 

> 135 71 148.1 144.5 3.6 p<0.05 

> 150 24 158.4 150.3 8.1 p<0.001 

> 155 15 162.2 152.4 9.8 p<0.001 



Corn oil 

> 135 62 148.5 149.6 0 n.S. 

> 150 23 159.1 158.0 1.1 n.s. 

> 155 17 161.8 159.6 2.2 n.S. 



As is evident from the above tables, the test substance had 
a highly significant hypotensive effect both on systolic and 
diastolic blood pressure. It is also clear that the effect is 
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strongest on those patients with the highest blood pressure. 
No significant effect was obtained in the corn oil group. 



Table 6 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 

ON SYSTOLIC AND DIASTOLIC BLOOD PRESSURE 

ACCORDING TO DIETARY INTAKE OF FISH (DISHES PER WEEK) 

Dishes Number Average Average Average Signifi- 
per week of BP before BP after Reduction cance 
patients treatment treatment in BP 
(mm EG) fmm Ha) fmm Ha) 



Test substance 



0-2 


44 


SBP 


145.3 


139.3 


-6.9 


p=0.005 






DBP 


99.8 


94.0 


-5.7 


p=0.0001 


3-5 


34 


SBP 


143.6 


141.2 


-2.4 


p=0.2 






DBP 


97.7 


96.3 


-1.4 


p=0.2 



Corn oil 



0-2 


34 


SBP 


145.2 


146. 


.8 


+1.6 


p=0.4 






DBP 


98.3 


100. 


.2 


+1.9 


p=0. 1 


3-5 


44 


SEP 


142.3 


143. 


.4 


+1.1 


p=0. 5 






DBP 


97.4 


97. 


.9 


+0.5 


p=0.7 



As appears from Table 6 a good hypotensive effect is achieved 
with the composition according to present application, sur- 
prisingly so even in the group with a high dietary intake of 
fish of 3-5 dishes per week. In comparison, no beneficiary ef- 
fect is achieved with corn oil. 

The results shown above indicates that a composition according 
to present application gives a surprisingly much better effect 
than a dietary intake of fish or slightly concentrated maine 
oil would lead to expect. This is probably due to a synergis- 
tic effect of EPA and DHA. 



Compared with the test results achieved in the previously 
conducted studies with a dietary intake of marine fish oils, 
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the results achieved with a composition according to present 
application show a surprising improvement in effect on diasto- 
lic and systolic bloodpressure of slightly hypertensive pati- 
ent respectively the more hypertensive patient of approxi- 
mately 30% and 45%. 



Table 7 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 
ON PULSE RATE (per minute) 



Group Before After Change Significance 
Test subst 

sitting 75.4 73.2 -2.2 p<0.02 

standing 82.9 80.2 -2.7 p<0.005 

Corn Oil 

sitting 74.3 75.1 +0.8 p=0.3 

standing 80.9 82.2 +1.3 p=0.2 



The pulse rate study included 78 persons in the group reciev- 
ing the test substance and 77 persons in the other group. 



As will appear from the Table above there was obtained a 
significant lowering in pulse rate with the test substance 
according to present application and a slight not significant 
raise of pulse rate with corn oil. 
Table 8 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 
ON SERUM CHOLESTEROL [mmol/liter] 



GROUP BEFORE AFTER 

Tot. chol. HDL Choi. Tot. Choi. HDL Choi 

All Patients: 

Test substance (n*78) 6.58 1.35 6.57 1.41** 

Corn oil (n=78) 6.68 1.33 6.64 1.41** 



Tot. Chol.>7 

Test substance (n=26) 7.74 1.53 7.31** 1.58* 

Corn oil (n=20) 7.66 1.26 7.45* 1.32* 



* p< 0.1 
** p< 0.01 
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As appears from Table 8 the test composition according to 
present application lowers total serum cholesterol signifi- 
cantly in patients with a total cholesterol of above 7.0 
mmol/liter and raises HDL cholestrol significantly in the 
whole population. Similar, but weaker effects are obtained 
in the corn oil group. 

The compositions according to present application further 
lowers LDL-cholesterol by 5-10% in patients with total cho- 
lesterol > 7mmol/l but has no significant effect in patients 
with an total cholesterol of < 6.5mmol/l. 



Table 9 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL ON SERUM TRIGLYCERIDE 

Triglyceride fnmol/D 

Group n Before After Reduction p-value 

TEST SUBSTANCE 87 1.51 1.20 0.31 0.001 

CORN OIL 85 1.57 1.47 0.03 NS 



Patients with trigl ycerides > 2.00 mmol/1 



Group n Before 

TEST SUBSTANCE 14 3.28 
CORN OIL 17 3.22 



After Reduction p-value 

2.03 1.25 0.0001 

2.66 0.56 0.01 



As appears from Table 9 the test substance has the effect of 
lowering the level of serum triglycerides especially in pati- 
ents with high levels (>2.0mmol/l) before treatment. No signi- 
ficant effect is obtained with corn oil in the whole group of 
volunteers, whereas a very small effect is obtained in persons 
with high levels of triglycerides. 



Table 10 



EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 
ON BLOOD PLATELET AGGREGATION 

Collagen 0,2 ug/ml Collagen 0,1 ug/ml 
Group n Before After Before After 

X SEM X SEM X SEM X SEM 

TEST SUBST 21 63.4 + 4.40 38.8 ± 5.19 38.0 ± 5.91 13.7 ±3,77 
CORN OIL 21 73.5 ± 4.40 57.4 ± 6.37 43.4 + 45.5 15.2 ±3.32 

As will appear from Table 10, the compositions according to 
present application have a blood platelet antiaggregating 
effect. 

The coagulation factor VH-phospholipid complex is found in 
the plasma from men belonging to a high risk group for cardio- 
vascular diseases, as described in P.Leren et al,JjThe Oslo 
Study, Cardiovascular diseas in middle aged and young Oslo 
men. Acta Med. Scand. suppl. 588., 1-38, (1987)] and Dalaker et 
al , [a novel form of factor VII in plasma from men at risk 
for cardiovascular disease, Br. J. Haematol. . 61 , 315-322, 
(1985)3, and is considered to be another risk factor for 
cardiovascular disease. 



Table 11 

EFFECT OF TEST SUBSTANCE AND CORN OIL 

ON COAGULATION FACTOR VII PHOSPHOLIPID COMPLEX 

ACTIVITY (PER CENT) 

Group n Before After Difference 

TEST SUBST 69 9.7 6.6 3.1 ** 

CORN OIL 72 8.5 8.8 0.3 N.S. 



** p<0.02 
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As appears from the table the activity is reduced signifi- 
cantly with the composition according to present application, 
whereas no significant effect is reached with corn oil. 

According to the results shown in the tables 3-11 above, a 
composition according to present application has a significant 
effect on all the above mentioned risk factors for cardiovas- 
cular diseases. In comparison some positive results are ob- 
tained with corn oil but no significant effect is obtained for 
blood pressure, the level of serum triglycerides or for the 
activity of the coagulation factor VII. Further the effects 
measured in the corn oil group for these risk factors seem to 
be going in the opposite direction, being detrimental. 

Thus fatty acid compositions according to the present inven- 
tion are potentially valuable for the treatment and prophy- 
laxis of multiple risk factors known for cardiovascular dis- 
eases, such as hypertension, hypertriglyceridemia and high 
coagulation factor VII phospholipid complex activity. 

The doses of the composition of this invention needed for 
therapeutic or prophylatic effect will vary with the type of 
administration. In our large scale tests we administered 6 
grams per person per day of the test composition. Generally 
for the average adult person the doses may vary from 1.0 to 10 
grams depending upon body size and the seriousness of the 
condition to be treated. 

The compositions according to present application may further 
be used as an additional drug to the customary hypertensive 
drug in treatment of hypertension. The doses will presumably 
lie in the lower part of the above mentioned dosage range. 

Other possible medical indications for which the compositions 
according to present application may be administrered are 
chronic polyarthritis, psoriatic artheritis, periarteritis 
nodosa, lupus erythematosus disseminatus (LED), sclerodermia, 
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Crohn's disease, ulcerative colitis, psoriasis, atopic derma- 
titis and migraine as has been indicated in standard in vivo 
tests . 

Perferably the active compounds should be orally administered 
in the form of pills, soft capsules or the like. However, the 
administration could also be through any other route where 
the active ingredients may be efficiently absorbed and util- 
ized, e.g. intravenously, subcutaneous ly, rectally, vaginally 
or possibly topically. 

The pharmaceutical composition may eventually comprise, in 
addition to the EPA and DHA active ingredients as defined, 
one or more pharmaceutically acceptable carrier as well known 
in the art. The compositions can also include fillers, stabi- 
lizers, extenders, binders, humidifiers, surfactants, lubri- 
cants and the like, as known in the art of formulating phar- 
maceutical composition. 

In addition antioxidants, for example hydroxytoluene, 
butyrate, quinone, tocopherol, ascorbic acid etc., preserva- 
tives, colouring agents, perfumes, flavourings and other 
pharmaceutical agents may be used. 
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EXAMPLE OF PHARMACEUTICAL PR EPARATION 

Soft gelatine capsules containing l a/per capsule 

Composition: 



EPA ethyl ester 

DHA ethyl ester 

d-alpha Tocopherol 

Gelatine 

Glycerol 

Red iron oxide 

Yellow iron oxide 



525 mg/capsule 
315 mg/ capsule 



4 IU/capsule 
246 mg/ capsule 
118 mg/capsule 
2.27 mg/capsule 
2.27 mg/capsule 



The active ingredients and the excipients are weighted and 
homogenized on a high speed stirrer. The mixture is then 
colloid milled and deareated in a stainless steel vessel ready 
for encapsulation. The mixture is filled in soft gelatine 
capsules of size 20 oblong, (average weight l.4g) using a 
standard capsulation machine. 




Fatty acid composition comprising at least 80% by weight 
of omega-3-fatty acids, whereof (all-Z) -5, 8, 11, 14, 17- 
eicosapentaenoic acid (EPA) C 20:5 and (all-Z) -4, 7, 10,- 
13,16,19-docosaenoic acid (DHA) C 22:6 are present in 
relative amounts of from 1:2 to 2:1 and constitute at 
least 75% by weight of the total fatty acids. 

Composition according to claim 1, wherein other long 
chain fatty acids present are (all-Z C 21: 5) -6, 9, 12, 15,- 
18-heneicosapentaenoic acid, and/or (all-Z C 22:5)- 
7,10,13,16,19-eicosahexaenoic acid and/or (all-Z C 
18:4)-6,9,12,l5-octadecatetraenoic acid. 

Composition according to claim 1 or claim 2, wherein 
the total concentration of long chain omega-3 fatty 
acids is at least 90% by weight, whereof EPA and DHA 
constitute at least 85% by weight of the total fatty 
acids and are present in relative amounts of EPA: DHA 
from 1:1 to 2:1, especially about 3:2 and the other 
long chain omega-3 C 20, C 21 and C 22 acids constitute 
at least 4.5% by weight. 

Composition according to claim 1, wherein the total 
concentration of long chain omega-3 fatty acids is at 
least 95% by weight, where EPA and DHA constitute at 
least 90% by weight of the total fatty acids and the 
other long chain C 20, C 21 and C 22 acids constitute 
at least 4.5% by weight. 



Composition according to claim 1 or claim 2 wherein the 
total concentration of long chain omega-3 fatty acids 
is at least 85% by weight, where EPA and DHA constitute 
at least 80% by weight and the other long chain C 20, 
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C 21 and C 22 acids constitute at least 4.5% by 
weight. 

Composition according to claim 4 or 5 wherein EPA and 
DHA are present in relative amounts of from 1:1 to 2:1. 

Composition according to claim 1 wherein the fatty acids 
are present in the form of pharmaceutical^ acceptable 
salts. 

Composition according to claim 1 wherein the fatty acids 
are present in the form of derivatives. 

Composition according to claim 8 wherein the derivative 
is an ester, especially an alkyl ester. 

Composition according to claim 9 wherein the fatty acids 
are present in the form of ethyl esters. 

Composition according to any of the above claims for 
the treatment or prophylaxis of multiple risk factors 
for cardiovascular diseases. 

Method for the production of a fatty acid composition 
according to any of the claims 1-10, wherein maine raw 
material is subjected to the following steps in optional 
sequence: transesterif ication, concentration via urea 
fractionation or the like , molecular distillation 
and/or supercritical fluid extraction or chromatography, 
whereby a main fraction consisting essentially of esters 
of the omega-3 C 20:5 and C 22:6 acids is isolated 
giving a total amount of long chain omega-3 fatty acid 
esters of at least 80% by weight, the urea fractionation 
and the molecular distillation being carried out under 
gentle condiations to avoid oxidation and isomerisation 
of the omega-3 acids. 
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13. Use of marine oil concentrate containing at least 80% 
long chain omega-3 fatty acids or salts or derivatives 
thereof, where (all-Z)-5,8,ll,14, 17-eicosapentaenoic 
acid (EPA) C 20:5 and (all-Z)-4,7,10,13,16,19-docosa- 
hexaenoic acid (DHA) C 22:6 are present in relative 
amounts of from 1:2 to 2:1 and constitute at least 75% 
by weight of the total long chain fatty acids, for the 
manufacture of a pharmaceutical preparation for the 
treatment or prophylaxis of multiple risk factors for 
cardiovascular diseases. 

14. Method for the treatment or prophylaxis of mulitiple 
risk factors for cardiovascular diseases comprising 
administering a composition according to the claims 1- 
10 eventually in admixture with a pharmaceutically ac 
ceptable carrier. 

15. A process for the manufacture of a pharmaceutical com- 
position for the treatment or prophylaxis of mul- 
tiple risk factors for cardiovascular diseases, 
comprising incorporating with a pharmaceutically 
acceptable carrier or diluent a marine oil con- 
centrate containing at least 80% by weight of long 
chain omega-3 fatty acids or salts or derivatives 
thereof, wherein (all-Z) -5, 8, 11, 14, 17-eicosapenta- 
enoic acid (EPA) C 20:5 and (all-Z) -4, 7, 10, 13, 16, 
19-docosahexaenoic acid (DHA) C 22:6 are present 

in relative amounts of from 1:2 to 2:1 and con- 
stitute at least 75% by weight of the total fatty 
acids . 
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DESCRIZIONE dell ' invenzione indusbriale dal titolo:' 
"COM POSIZIONE PI ACIDI GR ASSI " ■ V 

a none della ditta norvegese NORSK HYDRO a.s. con 
sede a OSLO (Norvegia) 
"iepositata il 1 1 AGO. 1989 con N . 21 521 A/ 89 

[nventori: Harald BREIVIK, Bernt B0RRETZEN , Knut 
Helkas DAHL, Hans Einar KROKAN e Kaare 
H. B0NAA 

"'^p ************************************************* * 

RIASSUNTO 

Composizione di acidi grassi coraprendente alme- 
no 1'80% in peso di acidi grassi omega-3, di loro 
sali o derivati, in cui l'acido 5, 8, 1 1 , , 17-eicosa- 
pentenoico (EPA) e l'acido H , 7 , 1 0 , 1 3 , 1 6 , 1 9-docosa» 
esenoico (DHA) aventi tutti i doppi legami in confi- 
gurazione cis costituiscono almeno il 75% in peso 
degli acidi grassi totali. Le composizioni possono 
essere usate per il trattamento o la profilassi di 
fattori di rischio multiplo per disturbi cardiova- 
scolar i . 

***#«««»**«««*»(*****«««)*****«*************«********* 

La presente invenzione riguarda una composizio- 
ne di acidi grassi comprendente almeno 1'80% in 
peso di acidi grassi P oliinaatu ^}^2^.§BzJj, in cui 
almeno il 75% in peso degli, acidi grassi fcotali 



comprende l'acido 5 , 8 , 1 1, 1 H , 1 7-eicosapentenoico (EPA) 
C 20:5 e l'acido 4 , 7 , 1 0 , 1 3 , 1 6 , 1 9-docosaesaenoico 
(DHA) C 22:6 omega-3, in cui tutti i doppi legami 
presentano conf igurazione cis (condizione indicata 
brevemente nel seguito come ("tutti Z"). 
Caropo dell ' invenzione 

I disturb! cardiovascolari che portano a morbi- 
lita e a rnortalita prematura sono correlati a vari 
fattori di rischio come 1 ' ipertensione , l'ipertri- 
gliceridemia, 1 ' ipercolesterolemia , elevata aggrega- 
zione delle piastrine del sangue e, secondo recent! 
scoperte, un'alta attivita del fattore VII cotnplesso 
fosfolipidico di coagulazione del sangue. Negli 
ultirni decenni , f armaci anti-ipertensivi hanno con- 
tribuito alia diminuzione della morbilita e mortali- 
ta riferita a disturb! cardiovascolari. Vi b tutta- 
via una accresciuta preoccupazione circa gli effetti 
collaterali e la tossicita associati con la consue- 
ta terapia antipertensi va , particolarmente in pazien- 
con ipertensione lieve. Vi sono risultati che indicano 
che, sebbene gli agenti antiipertensivi attualmente 
usati siano efficaci nel ridurre la pressione san- 
guigna, il ritmo delle pulsazioni e contemporanea- 
mente aumentato. Vi e cosi la necessita di un farma- 
co con minori effetti negativi per il trattamento 



della ipertensione . Sarebbe particolarmente vantag- 
gioso se tale farmaco potesse essere usato per il 
trattamento simultaneo di tutti i fattori di rischio 
multiplo sopra accennati, assoclati con disturbi 
cardovascolari, il che non e generalmente il caso 
dei farmaci antipertensivi attualmente disponibili. 
De sorizione • della tecn iqa_ajiteoedente 

Durante l'ultimo decennio sono apparse numerose 
pubblicazioni le quali riferiscono che varie prepa- 
razioni dietetiche a base di olio di pesce contenen- 
ti acidi grassi polinsaturi omega-3 presentano una 
azione sul colesterolo serico e sulla aggregazione 
delle piastrine sanguigne. I meccanismi suggeriti 
per queste azioni sono spesso accentrati attorno al 
sistema delle prostaglandine . Vi e cosi una certa 
informazione su cone gli olii dietetic! di pesce 
alterano 1'escrezione di certi metaboliti prosta- 
glandinici, ma dati disponibili contrastano su vari 
punti . 

Una riduzione della pressione sanguigna e stata 
riferita dopo l'assunzione di pesce, di olio di pesce 
grezzo (a partire da 7% di EPA e 5% di DMA) o di 
preparazioni lievemente concentrate di olio di pesce 
(contenenti tipicamente il 18% di EPA e 11 12% di 
DHA), sebbene i component! responsabili di queste 



"azioni non siano mai statl identif icati . Inoltre, 
tutti gli studi presentati fino ad ora oontenevano 
una o piu pecche gravi, come sottolineato in rasse- 
gne degli studi disponibili [H.R. Knapp et al. t 
Proceedings of AOCS Short Course on polyunsatured 
Fatty Acids and Eicosanoids, curatore W.E.M. Lands, 
pagg. 41-55, American Oil Chemists Society] e [K. 
B«6naa, Tidskr. Nor.. Laegeforen N. 28, 1987, 2*125-8]. 

L'acido eicosapentenoico C 20:5 omega-3 (EPA) 
e stato considerato il piu importante degli acidi 
grassi marini polinsaturi omega-3, in parte a causa 
della sua potente azione antiaggregante , riferita 
fra l'altro nel brevetto US N . 4097602, Silver et 
al., che fu depositato nell'agosto 1974. Successiva- 
mente, Dyerberg et al. hanno pure descritto lo stes~ 
so effetto in [Lancet, pag. 152, 21 gennaio 1978] e 
[Lancet II, pagg. 117-119, 15 luglio 1978]. La ra- 
gione principale diella supposta importanza del EPA 
e probabilmente il fatto che esso appartiene agli 
eicosanoidi ( i quali sono sostanze chiave nel metabo- 
lismo delle prostaglandins . 

Tuttavia, secondo varie recenti relazioni, il 
solo EPA non presenta una azione significativa sulla 
ipertensione . In "Effects of highly purified eicosa- 
pentaenoic acid to angiotensin II and norepinephrine 



in the rabbit", [Prostaglandins Agosto 1986, Vol. 
32, N. 2, pagg. 179-187] non fu ottenuta alcuna 
riduzione della pressione sanguigna nei conigli 
usando EPA depurato alia concentrazione del 90%. 
Terano et al. [Atherosclerosis, M6, 321-331, (1983)] 
hanno riferito ohe una preparazione contenente il 
75% di EPA e 6,2% di DHA non presentava una azione 
signif icativa sulla pressione sanguigna in volontari 
sani, dopo una assunzione di 3,6 g di estere etili- 
co EPA. Analogamente, Yoshida et al. [Artery, 14, 
295-303, 1987] hanno riferito che nessun effetto si 
e verificato sulla pressione sanguigna basale dopo 
1» assunzione di 900 mg di estere etilico di EPA per 
m giorni o piu. Inoltre l'estere etilico di EPA al 
90% non aveva alcun effetto su ratti spontaneamente 
ipertesi [K. Yin et al., 1988, Clinical and Experi- 
mental Pharmacology and Physiology, 15 , 275-280]. 

Contrariamente a cio, la domanda di brevetto 
britannico 2197199 descrive una composizione per 
combattere 1 * iper tensione indotta da gravidanza 
dove le composizioni usate negli esempi avevano un 
contenuto di EPA del 28-35%. Le pazienti non presen- 
tavano anamnesi di ipertensione . L ' ipertensione che 
si sviluppa durante la gravidanza b considearta 
avere cause biologiche diverse dalla ipertensione 



normale, il che sembra essere sottolineato dal fatto 
che essa di solito scompare al termine della gravi- 
danza . 

Da quanto ci risulta } non vi e nulla che sugge- 
risca che il solo DHA presenti qualche azione sulla 
pressione sanguigna. 

Secondo il brevetto US 3082228 basato su una 
domanda depositata il 18 dicembre 1959, un prodotto 
contenenbe almeno il 60% di acidi grass! polinsaturi 
aventi 20 atorai di carbonio o piu abbassa in modo 
signif icativo il conbenuto di colesfcerolo del san- 
gue. Sebbene altri studi precedenti indichino che 
gli olii di pesce abbassano il colesterolo totale 
ed il colesterolo LDL e fanno aumentare il coleste- 
rolo HDL , risultati successive hanno tratto general- 
mente la conclusione opposta, come sottolineato da 
W.S. Harris in [(n-3)news, 3 (4), 1-73. Cosi, rias- 
sumendo articoli sull * argomento, egli ha trovato 
che il colesterolo LDL risultava aumentato del 2-30% 
seoondo il tipo della iperli pidemia . 

Dalla domanda di brevetto PCT/WO 87/02247 h 
nota una emulsione lipidica per l'uso parenterale 
comprendente un emulsionante , acqua ed un olio mari- 
no contenente almeno un acido grasso omega-3 ( ln cui 
la concentrazione dell ' acido grasso libero nella 



emulsione e inferiore a circa 5 meq/1, ed in cui 
l'olio marino contiene almeno il 30% in peso di una 
combinazione di esteri di EPA e di DHA. Questa emul- 
sione lipidica e usata per il trattamento endovenoso 
di stati morbosi trombotici. 
Somtnario dell ' invenzione 

Si e ora trovato che composizioni di acidi 
grassi contenenti una elevata concentrazione , di 
almeno 1 ' 80% in peso, di acidi grassi omega-3» di 
loro sali o derivati, in cui EPA e DHA sono presenti 
in quantita rispettive di 1:2 fino a 2:1 e costitui- 
scono almeno il 75-% degli acidi grassi complessivi , 
presentano una azione sorprendentemente vantaggiosa 
su tutti i suddetti fattori di rischio di malattie 
cardiovascolari , ma particolarmente un buon effetto 
sulla ipertensione lieve, sulla ipertrigliceridemia 
e sulla attivita del fattore VII di coagulazione a 
base di complesso f osf ol ipidico . Esse abbassano il 
colesterolo LDL serico fanno aumentare il colestero 
HDL serico, abbassano i trigliceridi serici, ab- 
bassano la pressione sanguigna sistolica e diastoli- 
ca ed il ritmo delle pulsazione ed attenuano l'atti- 
vita del fattore VII di coagulazione del sangue a 
base di complesso f osf olipidico . Sebbene i partico- 
lari meccanismi biologici responsabili degli effetti 



delle composizioni seoondo la presente invenzione 
non siano chiaramente noti, vi sono ndicazioni di 
un sorprendente sinergismo fra le azioni del EPA e 
del DHA. 

Un vantaggio delle composizioni secondo la 
presente invenzione e one esse sono molto ben tolle- 
rate, non dando luogo ad alcun effetto collaterale 
serio . 

Una oomposizione particolarmente preferita 
secondo la presente invenzione comprende almeno il 
90% in peso di acidi grassi poliinsaturi omega-3 a 
catena lunga, in cui EPA e DHA costituiscono almeno 
1'85% in peso degli acidi grassi complessivi e 
sono present! in un rapporto di EPA; DHA di 1:1 fino 
a 2:1, in particolare circa 3:2. 

Alio scopo di isolare EPA e DHA in una miscela 
ad elevata concentrazione secondo la presente inven- 
zione, e stato sviluppato un procedimento speciale 
per depurare ed isolare gli acidi grassi a lunga 
catena da olii di pesce naturali. Le composizoni 
secondo la presente invenzione possono easere -pro- 
dotte secondo il procedimento della •domanda di bre- 
vetto europeo N. 869069.64.1 della stressa richieden- 
te. L'analisi in percentuale ponderale fu basata 
sugli esteri etilici , anche se altri derivati © sali 



o gli stessi acidi fanno pure parte della presents 
invenzione . 

D esc rizione par ticola reggiat a dell. '...i n venzione 

La composizione secondo la presente invenzione 
e preferibilmente prodotta mediante il seguente 
procedimento. Inizialmente il materiale grezzo a 
base di olio tnarino viene esterificato e concentrate 
mediante f razionamento con urea o simili, laddove 
le condizioni sono suf ficientemente blande da evita- 
re la degradazione del prodotti. La seconda fase e 
una distillazione molecolare. 

II f razionamento rirnuove all'inizio principal- 
mente la maggior parte degli esteri aventi una lun- 
ghezza di catena inferiore a C 20. In seguito viene 
allontanata una frazione principale costituita so- 
stanzialmente da esteri degli acidi C 20 e C 22. 
Poiche il f razionamento con urea rimuove gli esteri 
saturi e meno insaturi, questa frazione conterra 
alte concentrazioni di EPA e di DHA , almeno il 75% 
in peso secondo il presente procedimento. La quanti- 
ta totale degli acidi omega-3 a lunga catena sara 
di almeno 80% in peso. Altre composizioni preferite 
secondo la presente invenzione contengono almeno il 
95% in peso, il contenuto di EPA piu DHA essendo 
almeno 90% in peso. Un'altra composizione preferita 



secondo la presente invenzione contiene almeno' 85%*' 
in peso degli acidi grassi omega-3 complessivi ed 
una quantita di EPA e DHA di almeno 80% in peso. 

Altri acidi omega-3 della serie C20, C21 e C22 
saranno ottenuti all'incirca nelle loro concentra- 
zioni originarie, ad esempio 3-5%in peso, tipicamen- 
te almeno H f 5% in peso. Cosi.il partioolare acido 
6, 9, 12, 15, 18-eneicosapentenoico omega-3 di nume- 
ro dispari C 21:5 tutti Z e normalmente presente in 
concentrazioni di almeno 1,5% in peso e l'acido 7 f 
10, 13. 16, 19-docosapentenoioo omega-3 tutti Z 
normalmente in concentrazioni di circa 3,0% in peso. 

Dopo asportazione del precipitato ureico, il 
solvente utilizzato, normalmente etanolo, e parzlal- 
mente o completamente rimosso mediante evaporazione 
e gli esteri cosi isolati possono essere ulterior- 
mente depurati mediante lavaggio con aequa o con 
una soluzione acquosa lievemente alcalina, se devono 
essere isolati gli esteri puri senza contamlnazione 
degli acidi. 

Gli acidi liberi possono essere prodotti me- 
diante ben note procedure di idrolisi. 

L'aecrescimento della frazione EPA per ottenere 
un rapporto ponderale di EPA: DHA da 1:1 a 2:1, in 
partioolare 3:2, o 1 • accrescimento della frazione 



DHA per ottenere un rapporto ponderale EPA : DHA da 
1:1 a 1:2 puo essere ottenuto nello stadio della 
distillazione molecolare. II metodo fornisce anche 
la possibility di usare l'estrazione supercritica 
liquid! e/o la cromatograf ia nella seconda fase 



con 



con C0 2 contenente alia fine un modificatore 

piu polare, come etanolo, alio scopo di conceritrare 
la frazione EPA e/o DHA. 

II frazionamento con urea e la successiva di- 
stillazione molecolare sono effettuati in condizioni 
blande per evitare 1 ' ossidazione e/o 1 » isomerizza- 
zione degli acidl omega-3 molto instabili. Come si 
vede dalle seguenti tabelle 1 e 2 che riportano 
1'analisi di prodotti ottenuti secondo il procedi- 
mento della presente invenzione, nel prodotto depu- 
rato non vi era piu dell'1% di component! ignoti. 
Vi e tuttavia una certa quantita di prodotti mlnori, 
come acidi C-16 e C-18, come risultera dalla analisi 
particolareggiata mostrata nella tabella 2. 

Per la maggior parte, questi prodotti saranno 
la somma combinata della frazione di esteri di acidi 
grassi che si presentano naturalmente negli olii di 
pesce ( ma la concentrazione di ciascun estere separa- 
to nel prodotto finito e inferiore a 0,2%, a pre- 
scindere dall'acido ottadecatetraenoico omega-3 



C~18;4 n-3, che e presente all'incirca nella stessa 
quantita contenuta nel materiale di partenza. 

Si comprendera cosi che la conoentrazione tota- 
le di sottoprodotti derivanti dal procedimento e 
roolto bassa. 

II proeeditnento e abbastanza flessibile da 
influire sui rapporti relativi fra gli acidi grassi 
a lunga catena C20, C21 e C22 che si presentano 
naturalmente nelle materie prime disponibili a base 
di olio di pesce. Esso non soltano fornisce l'incre- 
mento dei singoli acidi, ma fa anche si che il rappor- 
to fra essi resti compreso in un ambito di variazio- 
ne che in natura risulta ottimale. Vi e tuttavia 
contemporaneamente la possibility di compensare le 
variazioni talvolta estreme che possono verificarsi 
naturalmente, come risulta nel seguito. Sara cosi 
possibile ottenere un prodotto avente composizione 
costante e predeterminata . 

Gli olii di pesce possono anche contenere sot~ 
toprodotti e contaminantl , come pesticidi, idrocar- 
buri clorurati, metalli pesanti, colesterolo e vita- 
mine. Durante la produzione del concentrato, le 
concentrazioni di questi component! vengono signifi- 
cativamente ridotte rispetto ad olii di pesce non 
trattati . 



In natura, i contenuti relativi di EPA e cjf-" 
DHA, nonche di alfcri acidi oraega-3 a lunga catena 
dipende dalle specie marine e all'interno delle 
stesse specie si hanno pure variazioni stagionali. 
Negli Stati Uniti d'America l'olio di pesce e at- 
tualmente prodotto prevalentemente a partire da 
alosa. Questo olio contiene tipicamente 1 4 ~ 1 9% di 
EPA e 5-8% di DHA. L'analisi di una partita di olio 
di fegato di merluzzo mostro un contenuto di 6,9 di 
EPA e di 8, *t di DHA. Per il malloto, i valori di 
EPA variarono dall'8,6 all • 1 1 , ^ dal gennalo 1973 
all'agosto 1973, mentre i valori di DHA variarono 
da 6,7% a 11% durante lo stesso periodo. Per l'arin- 
ga costiera norvegese, il contenuto nell'ottobre 

era di 6 , U% di EPA e di 9,8% di DHA , mentre 
oatture effettuate nel novembre 1975 mostrarono una 
riduzione rispettivamente a 1,7% e a 1,1%. 

Queste variazioni significano che 1 ' assunzione 
dietetica di olii di pesce o di solo pesce non assi- 
cura una fornitura costante di acidi omega-3. Anche 
se tutti gli acidi omega-3 a lunga catena O20, 
C-2 1 e C-22 non risultcranno o risulteranno soltanto 
moderatamente aumentati durante il prooedimento, 
essi saranno conservati almeno nei loro rapporti 
originali . 



Nella tabella 1, la colonna di sinistra mostra 
le variazioni tipiche fra i contenuti di singoli 
acidi a lunga catena nelle eomposizioni della pre- 
sente invenzione, mentre la colonna di destra mostra 
l'analisi esatta del campione di prova usato nello 
studio degli effetti biologici, i cui risultati 
sono mostrati nelle seguenti tabelle da 4 a 8 . 



. Variazione caratteristioa 

del prodotto Campione di prova 

i~ r> 1 , 4 

C 20:4 omega -6 x * 

C 20:5 omega-3 4 0-60 p % 54 p % 

1- 4 » 1,5 " 

C 21:5 omega- 3 x H 

C 22:5 omega-3 1- 3 " ^ 

C 22:6 omega-3 
acidi inferior! 

1 x 
ignofc ° 90.1 
Soma degli acidi grassi omer 



25-45 
3- 8,5 



Soinma EPA + DHA 
EPA : DHA 



86.6 
3.3 : 
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La tabella 2 mostra una analisi dettagliata di 

una partita di materiale di partenza e di un'altra 

composizione della presente invenzione ottenuta da 

esso . 
TABELLA 2 

__ Composizione in. acidj. prassi.. f%) 

Acido Materiale di partenza Prodotto in esfcere etilieo 

grasso Olio di i pesce Campione di prova 



C14 : o 


7 




Pristanato 


" 


n * n 


C16 : 0 




n * n 


C16:l n7 


7 * 2 


0 * 0 


7-Mel6: 0 


0 . 3 


0 . 0 


C16.-2 n6 


0.5 


0.0 


C16-.2 n4 


1.2 


0.0 


c 1 t*a.n 9 X>Q 


0 . 3 


0 . 0 


C16:3 r»4 


0.5 


0.0 


C16: 4 nl 


1.0 


0.2 






0 . 0 


C18:l n9 


9.1 


0.0 


C18:l n7 


3.0 


0.0 


C18:l n5 


0.4 


0.1 


C18:2 n6 


1.1 


0.0 


C18:2 n4 


0.2 


0.0 


CIS: 3 ne 


0.2 


0.2 


C18:3 n3 


0.7 


0.2 


C18:4 n3 


2.5 


2.8 


C18:4 nl 


0.1 


0.2 


C20:l n9+7 


5.9 


0.0 


C20: 1 


0.1 


0.0 


C20:2 n6 


0.2 


0.1 


C20:3 n6 


0.1 


0.0 


C20:4 n6 


0.7 


1.4 


C20:4 r>3 


1,2 


0.9 


C20:5 n3 


16.5 


53.4 


C22 : 1 nll+9 


4.6 


0.0 


C22:2 n6 


0.7 


0.0 


C2l!5 n3 


0.9 


1.6 


C22:4 n6 


0.1 


0.0 


C22:5 n6 


0.1 


0.4 


C22:5 n3 


2.0 


3.1 


C22 : 6 n3 


7.9 


34 .3 


Somma ignota 


1.0 


1.0 


Snweaa di acidi grassi 
u_igi_-3 - " " • " 


31.7 


95.4 


Cocnpreso C~l8 


3.2 


3.0 


Sonroa EPA +DHA 


24 .4 


87.7 


EPA : DHA 2, 


.1:1 


3.1 : 2 



La tabella 3 mostra i principali contenuti in. 



acidi grass! di diverse composizioni secondo la 
presente invenzione. 



T ABELLA 3 



Aoido 
graisso 



Co m posi zio ne ( %) 



C18:2 n6 
C18:3 n3 
C18:4 n3 
C18:4 nl 
C20:4 n6 
C20:4 n3 
C20:5 n3 
C2l:5 n3 
C22:5 116 
C22:5 n3 
C22:6 n3 



0.3 
0.3 
2.3 
0.2 
1.7 
2.4 

54.7 
2.1 
0.4 
5.4 

28.7 



Sonroa di FA n-3 95.9 
compreso C 18 
Somma EPA+DHA 83.4 
EPA : DHA 1.9:1 



FA n-3 indica aoidi grassi omega-3 



0.3 

0.3 
2.3 
0.2 
1.7 

0.9 
52.7 
2.1 
0.4 
5.8 



83.7 
1.7:1 



1.3 
42.2 
1.7 
0.6 
2.8 
38.0 



89.6 



1.8 
0.0 
1.6 
1.9 

41.0 
1.7 
0.7 
5.8 

42.4 

94 .9 



0.1 
0.0 
0.7 
0.0 
1.6 
0.3 

31.7 
1.2 
1.1 
3.3 

58.5 

95.7 

90.2 
1:1.8 



EFFETTI BIOLOGICI 

Alio scopo di valutare l'effetto di una compo- 
sizione secondo la presente invenzione sulla pres- 
sione sanguigna, sul ritmo delle pulsazioni, sui 
livelli di trigliceridi , sul colesterolo serico e 
sul colesterolo HDL, sull ' aggregazione delle pia- 
strine del sangue e sull ' attivita del fattore di 
eoagulazione VII da complesso f osf olipidico , I'inte- 
ra popolazione dell'eta fra 3 1 * e 60 anni di una 
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piccola citta norvegese fu invitata ad una visita 
di controllo e, fra queste , 22.000 persone furono 
selezionate per i seguenti criteri. 

Ipertensione moderata non trattata da pressione 
sanguigna diastolica (DBP) variabile da 89 a 111 
mm Hg e pressione sanguigna sistolica (SBP) da 110 
a 180 mm Hg. 

- nessuna precedente malattia cardiaca e nessun im- 

irnpiego di farmaoi cardiaci 

- nessun grave disturbo 

- non in sovrappeso eccessivo 

- nessun alcoolismo 

- colesterolo serico di almeno 6,0 mmol/litro. 

II gruppo di volontari scelto secondo questi 
criteri ammonto a 172. I volontari furono esaminati 
durante un period© di rodaggio di 6 mesi per assicu- 
rare la stabilizzazione della pressione sanguigna 
prima ohe fosse somministrata la sostanza in prova. 
Tutte le misure della pressione sanguigna furono 
effettuate con uno strumento automatico (Dinamap) e 
in ogni occasione furono effettuate tre misurazioni 
(a 2 minuti di intervallo) in posizione seduta e in 
piedi in condizioni controllate. Fu utilizzata la 
media delle due ultime misurazioni in posizione 
seduta e in piedi. 
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Lo studio fu uno studio controllato a doppio 
cieco. I 172 volontari furono divisi in due gruppi 
casuali della stessa grandezza. Un gruppo fu tratta- 
to con capsule placebo di olio di mais contenente 
ciascuna un grammo di olio di mais addizionato dello 
0,3% di vitamina E. L'altro gruppo ricevette capsule 
contenenti 1 grammo della sostanza in prova la cui 
composizione e riportata nella tabella 1. Entrambe 
le serie di capsule furono prodotte con gelatina 
tenera colorata per assicurare I'effetto a doppio 
cieco. Ai volontari fu richiesto di assumere due 
volte al giorno tre capsule della sostanza di prova 
o di controllo per 11 o 12 settimane. 171 volontari 
completarono lo studio ed in media furono assunte 
circa il 90% delle capsule. 

Come risultera dalle seguenti tabelle 4 e 5, 
l'olio di mais non ebbe statisticamente alcun effet- 
to signif icativo sulla pressione sanguigna. L'effet- 
to della sostanza di prova sulla pressione sanguigna 
fu aocertato dapprima sull'intero gruppo che assume- 
va la sostanza in prova e successivaraente sui sogget- 
ti con le pressloni sanguigne piu elevate. Le pres- 
sioni sanguigne medie per i pazienti con pressioni 
sanguigne piu elevate all'inizio e alia fine del 
trattamento con la sostanza attiva in prova della 



presente invenzione sono riportate nella tabella 4 
(pressione sanguigna diastolica) e nella tabella 5 
(pressione sanguigna sistolica). 



TA BELLA H 



EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PROVA E DELL ' OLIO DI MAIS 
SULLA PRESSIONE SANGUIGNA DIA STOLICA 



Inter- Numero DBP media DBP media Riduzione .Significato 

vallo di prima del dopo il - media della 

DBP pazienti trattaaento trattamento . DBP 

_ (mm UG) (mm Ha L fmm HcQ _ — — 

Sostanza in prova 

85-109 62 95.8 93.4 2.4 p<0.05 

98-109 22 102 96.2 5.8 p<0.01 



Olio di mais 

85-109 57 95.7 96.0 0 

98-109 26 101.8 100.7 1.1 



n.s. signifiea non signifioativa 



TAB E LLA 5 

EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PROVA E DUlL'OLIO DI MAIS 
SULLA PRESSIONE SANGUIGNA SISTOLICA 



SBP media SBP media Riduzione 
SBP di Numero prima del dopo n media della 
Phot wj : trattamento trattamento SBP 



Sostanza in prova 

> 135 71 

> 150 24 

> 155 15 



148.1 144.5 3.6 p<0 . 05 
158.4 150.3 8.1 p<O.Q0X 

162.2 152.4 9.8 p<0 . 001 



Olio di- mais 

> 135 

> 150 

> 155 



148.5 
159.1 
161.8 



149.6 0 
158.0 1.1 
159.6 2.2 



Come e evidente dalle tabelle sopra riportat*e, ! 
la sostanza in prova aveva un effetto ipotensivo 
molto significativo sia sulla pressione sistolica 
che su quella diastolica. E ' anche chiaro che 1'ef- 
fetto e massimo in quei pazienti con pressione san- 
guigna massima. Nessun effetto significativo fu 
ottenuto ne.l gruppo che assumeva olio di mais. 



TAB ELLA 6 

EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PROVA E DELL *0LIO DI MAIS 

SULLA PRESSIONE SANGUIGNA SISTOLIQA E DIASTOLI C A OE .^ TM . Hfl , 

SECONDO UNA ASSUNZIONE DIETETICA DI PESCE (PIATTI PER SETTIMANA) 

t>* 4-*-- — m„™.w> BP media BP media Riduzione 
PiatU per Numero el u n media della Significato 
settimana 01 ■* . . 
pazienti ^a r^o tra ^ a 



fwpi Hqj_ 



Sostanza in prova 



SBP 145.3 

DBP 99.8 

SBP 14 3.6 

DBP 97.7 



139.3 
94.0 

141.2 
96.3 



p=*0.005 
p=0.0001 



Olio di mais 

0-2 34 SBP 145.2 146.8 +1.6 p~0.4 

DBP 98.3 100.2 +1.9 p-0.1 

3-5 44 SBP 142. 3 143 .4 +1. 1 p«0.5 

DBP 97.4 97.9 +0.5 p=0.7 



Come risulta dalla tabella 6, un buon effetto 
ipotensivo con la composizione secondo la presente 
inven'zione e ottenuto sorprendentemente anche nel 
gruppo con una elevata assunzione dietetica di pesce 
di 3-5 piatti per settimana. Al confronto nessun 
effetto benefico b ottenuto con I'olio di mais. 

I risultati raostrati sopra indicano che una 
coraposizione secondio la presente invenzione fornisce 
sorprendentemente un effetto molto raigliore di quan- 
to porterebbe ad attendersi una assunzione dietetica 
di pesce o di olio di mais leggermente concentrate 
Cio e dovuto probabilmente ad un effetto sinergico 
di EPA e DHA. 

Confrontati con i risultati di prova ottenuti 
negli studi precedentemente condotti con una assun- 
zione dietetica di olii di pesci di mare, i risulta- 
ti ottenuti con una composizione secondo la presente 
invenzione mostrano un sorprendente miglioramento 
dell'azione sulla pressione sanguigna diastolica e 
sistolica di pazienti lievemente ipertesi e rispet- 
tivamente del pazienti maggiormente ipertesi, di 
circa 30% e 45%. 
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TABHJLAJ. 

fffftto della sostanza in prova e dell-olio di MAIS 

SUL RITMO DELLE PULSAZIONI (PER MINUTO) 



Gruppo 
Sostanza 
in" pi* ova 
sfcando 
seduti 



75.4 
82 .9 



Ol'io di mais 
stando 74.3 
seduti 80.9 



Dopo 



73.2 
80.2 



75.1 
82.2 



Variazione Significato 



-2.2 
-2.7 



+0.8 
+ 1.3 



p<0.02 
p<0 . 005 



p=0.3 
p=0.2 



Lo studio del ritmo delle pulsazioni comprende- 
va 78 persone nel gruppo che ricevette la sostanza 
in prova e 77 persone nell'altro gruppo. 

Come risultera dalla tabella sopra riportata, 
fu ottenuta una signif icati va diminuzione nel ritrao 
delle pulsazioni. con la sostanza in prova secondo 
la presente invenzione ed un leggero aumento non 
significativo del ritmo delle pulsazioni con olio 
di mais. 



TA BELLA 8 

EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PB0« 1 1™>> 0"0 ^ 
SUL C0LESTER0L.0 SERICO [mmoli/litroj 



Tutti i pazienti 

Olio di maiE* n 78 ' 

Qi?i:.?-?M£- 0 lo_t° tale 7 
Sostanza in prova (n*=26) 7.74 
Olio di roai^n=20) 7.66 



PRIMA 
Col. tot. Col. HDL 



1.35 
1.33 



1.53 
1.26 



DOPO 

Col. tot'. 

6.57 
6. 64 



7.31** 
7.45* 



Col. HDL ' 

1.41** 
1.41** 



1.58* 
1.32* 



* p< 0.1 
** p< 0.01 



Come risulta chiaro dalla tabella 8, la compo- ■ 
sizione in prova secondo la presente invenzione 
abbassa signif icatlvamente il colesterolo 'serico 
totale in pazienti con colesterolo totale superiore 
a 7,0 mmoli/litro e fa aumentare in modo significa- 
tivo il colesterolo HDL dell'intera popolazione. 
Effetti similijma piu deboli,sono ottenuti nel grup- 
po dell 'olio di mais . 

Le composizioni secondo la presente invenzione 
abbassano ulteriormente il colesterolo LDL del 5-10% 
in pazienti con colesterolo totale superiore a 7 
mmoli/litro, ma non hanno effetto signif icativo in 
pazienti con un colesterolo totale minore di 6,5 
mmoli/litro. 

TA BELLA 9 

EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PROVA E DELL 'OLIO DI MAIS 

SUI TRIGLICERIDI SERICI 

3^LliggrA d l (mmoli/litri) 

GrU pp 0 n Prima Dopo Riduzione Valore p 

SOSTANZA IN PROVA 87 1.51 1-20 0.31 0.001 

OLIO DI MAIS 85 1.57 1.4/ 

Pazienti co n t r igMgexMl lj00JSB2llLl^S 

Gruppo n Prima Dopo Riduzione Valore p 

SOSTANZA IN PROVA 14 3.28 2.03 1-25 °;^ 0i 

OLIO DI MAIS 17 3.22 2.66 0.56 
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Come risulta dalla tabella 9, la sostanza in 
prova presenta l'effetto di abbassare il livello di 
trigliceridi serioi particolarmente in pazienti con 
livelli elevati (maggiori di 2,00 mmoli/litro) prima 
del trattamento. Nessun effetto signif icativo e 
ottenuto con olio di raais nell'intero gruppo di 
volontari, mentre un effetto ridottissimo e ottenuto 
in persone con alti livelli di trigliceridi. 
TABELLA 10 

EFFETTO DELLA SOSTANZA IN PROVA E DELL 'OLIO DI MAIS SULL ' AGGREGAZIONE 
DELLE PIASTRINE DEL SANGUE 

0,1 ug/ml 

Collageno 0,2^ug/ml Collageno j 
Gruppo n Prima Dopo Prima Dopo 

j SEM X SEM X .« S «« 

SQSTANZA D, H«« 21 63.4 ± 4.40 38.8 ± 38.0 ± ...1 

OUOttHHS « 7 3 .5 ±4.4. 37.4 ±..37 43.4 ±«-5 

Come risulta evidente dalla tabella, 10 le com- 
posizioni secondo la presente invenzione presentano 
effetto antiaggregante sulle piastrine sanguigne.. 

II complesso f osf olipidico costituente il fat- ■ 
tore VII di coagulazione e riscontrato nel plasma' 
di uomini appartenenti ad un gruppo ad alto ri-schio 
per disturbi cardiovascolari , come e descritto in 
P. Leren et al., [The Oslo Study, Cardiovascular 
disease in middle aged and young Oslo men, Acta 
Med. Scand. , suppl. 588, 1-38, (1978)3 e Dalaker *efc 
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al., [A novel form of factor VII in plasma from men 
at risk for cardiovascular disease, Br^J- Haematol^, 
61, 315-32?, (1985)], ed e considerato un altro 
fattore di rischio per disturbi cardiovascolari . 



T A&ELLA 11 

EFFETTO DELLA SOSTANZA BTPROVA E DELL ' OLIO DI MAIS SULL ' ATTIVITA ' 
DEL FATTORE VII DI C0AGULAZ10NE A COMPLESSO FOSFOLIPIDICO (%) 



SOSTANZA IN PROVA 69 
OLIO DI MAIS 72 

** p<0.02 



9.7 
8.5 



Dopo 
6.6 



Dif ferenza 

3.1 ** 
0.3 N.S. 



Come risulta dalla tabella, 1'attivita viene 
ridotta in modo signif icativo con la composizione 
secondo la presente invenzione, mentre non si ottie- 
ne alcun effetto signif icativo con olio di mais. 

Secondo i risultati mostrati nelle tabelle 
3-11 sopra riportate, una composizione secondo la 
presente invenzione presenta una efficacia signifi- 
cative su tutti i suddetti fattori di rischio per 
disturbi cardiovascolari . In conf ronto ; alcuni risul- 
tati positivi sono ottenuti con olio di mais, ma 
nessun effetto signif icativo e ottenuto per la pres- 
sione sanguigna, per il livello di trigliceridi 
serici o per 1'attivita del fattore VII di eoagula- 
zione. Inoltre, gli effetti misurati nel gruppo 



dell' olio di mais per questi fattori di rischio 
sembrano andare in direzione opposta, risultando 
dannosi . 

Pertanto, le composizioni di acidi grassi se~ 
condo la presente invenzione sono potenzialmente 
molto utili per il trattamento e la profilassi di 
fattori multipli dii rischio noti per i disturbi 
cardiovascolari , come la i pertensione , la ipertri- 
gliceridemia e l'attivita elevata del fattore VII 
di coagulazione a base di complesso f osf olipidico . 

Le dosi della composizione della presente in- 
venzione richieste per I'effetto terapeutico o pro- 
filattico variano con la modalita di somministrazio- 
ne. Nelle prove effettuate su larga scala, furono 
sommlnistrati 6 gramml della composizione in prova 
a persona per giorno. In generale, per la persona 
adulta media le dosi possono variare da 1,0 a 10 
grammi, secondo il peso corporeo e la gravita della 
condizione da trattare. 

Le composizioni secondo la presente invenzione 
possono inoltre essere usate come farmaco addiziona- 
le rispetto all'usuale farmaco anti-iper tensi vo nel 
trattamento della ipertensione . Le dosi si troveran^- 
no presumibilmente nella parte piu bassa dell ' inter^ 
vallo di dosaggio sopra citato. 



Altre possibili indicazioni mediche per cui le 
composizioni secondo la presente invenzione possono 
essere somministrate sono la poliartrite cronica, 
I'artrite psoriasica, la periartrite nodosa, 11 
lupus eritematoso disseminata (LED), la scleroder- 
mia, il morbo di Crohn, la oolite ulcerosa, la pso- 
riasi , la derrnatite atopica e la cefalea come e 
risultafco in prove normalizzate in vivo. 

Preferibilmenfce i composti attivi dovrebbero 
essere somministrati per via orale sotto forma di 
pillole, capsule tenere o simili. Tuttavia la sommi- 
nistrazione potrebbe anche aver luogo attraverso 
qualsiasi altra via in cui gli ingredienti attivi 
possono essere ef ficacemente assorbiti ed utilizza- 
ti, per esempio per via ertdovenosa, sotto cutanea , 
rettale, vaginale o eventualmente topica. 

La composizione farmaceutica pu6 infine corn- 
prendere, oltre agli ingredienti attivi EPA e DHA 
come def initi , uno o piu veicoli f armaceuticamente 
accettabili ben noti nella tecnica. Le composizioni 
possono anche comprendere cariche, stabilizzanti , 
diluenti, leganti, agenti umidif icanti , tensioatti- 
vi, lubrificanti e simili, come h noto nella tecnica 
di f ormulazione delle composizioni f armaceutiche . 

Possono inoltre essere usati antiossidanti , 
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per esempio idrossitoluene , butirrati, chinoni , toco- 
ferol, acido ascorbico ecc, conservanti, agenti 
coloranti, prof umi , aromi ed altri agenti farma- 
ceutici . 

ESEMPIO PI PREPARAZIONE F ARMACEUTICA 

Ca psule di gelatina tenera contenent_L_tg_jger oapsul a 

Composizione: 

Estere etilico di EPA 525 mg/capsula 
Estere etilico di DHA 315 mg/capsula 
d-alfa-Tocoferolo 1 Ul/capsula 

Gelatina 246 mg/capsula 

Glicerolo 118 mg/capsula 

Ossido di ferro rosso 2,27 mg/capsula 
Ossido di ferro giallo 2,27 mg/capsula 

Gli ingredienti attivi e gli eccipienti sono 
pesatl ed omogeneizzati in un agitatore ad alta 
velocita. La miscela e quindi trattata in mulino 
colloidale e deaerato in un recipiente di acciaio 
inossidabile pronta per la incapsulazione . La misce- 
la e versata in capsule oblunghe di gelatina tenera 
di dimensione 20 „ (peso medio 1,4 grammi) usando 
una macchina incapsulatrice convenzionale . 
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RIVENDICAZIONI 

1. Composizione di acidi grass! comprendente 
almeno 1*80% in peso di acidi grassi poliinsaturi 
omega-3, di cui l'acido 5 , 8 , 1 1 , 1 H , 1 7-eioosapentaenoi- 
co (EPA) C 20:5 (tutti Z) e l'acido ^,7,10,13,16,19- 
docosaesaenoico (DHA) C 22:6 (tutti Z) sono present! 
in quantita reciproche da 1:2 a 2:1 e costituiscono 
almeno il 75% in peso degli acidi grassi totali, e 
di cui altri acidi omega 3 C 20, C21 e C22 costitui- 
scono almeno il 3% in peso degli acidi grassi 
totali, ed in cui i detti acidi possono essere 
eventualmente presenti sotto forma di sali o deriva- 
ti f armaceutlcamente accettabili. 

2. Composizione secondo la rivendicazione 1, 
comprendente anche acido 6 , 9 , 12 , 1 5 , 1 8-eneicosapen- 
taenoico C 21:5 (tutti Z) e/o acido 7, 10, 13,16, 19- 
docosapentaenoico C 22:5 (tutti Z) e/o acido 6,9,12, 
15-ottadecatetraenoico C 18:*J (tutti Z). 

3. Composizione secondo la rivendicazione 1 o 
la rivendicazione 2, in cui la concentrazione 
totale di acidi grassi omega-3 aventi una lunga 
catena di almeno C20 e di almeno 90% in peso, di 
cui EPA e DHA costituiscono almeno 1'85% in peso 
degli acidi grassi totali e sono presenti in quanti- 
ta rispettive di EPA : DHA da 1:1 a 2:1, e gli altri 
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acidi omega-3 C 20, C 21 e C 22 costituiscono 
almeno il ^,5% in peso. 

i|. Composizione secondo la rivendicazione 3, 
in cui il rapporto EPA : DHA e circa 3:2. 

5. Composizione secondo la rivendicazione 1 o 
la rivendicazione 2, in cui la concentrazione 
totale di acidi grass! oroega-3 aventi una lunga 
catena di almeno C 20 e di almeno 95% in peso, dove 
EPA e DHA costituiscono almeno il 90% in peso degli 
acidi grassi totali e gli altri. acidi grassi omega-3 
C 20, C 21 e C 22 costituiscono almeno il U,5% in 
peso degli acidi grassi totali. 

6. Composizione secondo la rivendicazione 1 o 
la rivendicazione 2, in cui la concentrazione 
totale di acidi grassi omega-3 aventi una lunga 
catena di almeno C 20 e di almeno 85% in peso, dove 
EPA e DHA costituiscono almeno 1 ' 80% in peso e gli 
altri acidi omega-3 C 20, C 21 e C 22 costituiscono 
almeno il H , 5% in peso degli acidi grassi totali. 

7. Composizione secondo la rivendicazione 5 o 
6, in cui EPA e DHA sono present! in quantita 
rispetti ve da 1:1 a 2:1. 

8. Composizione secondo qualsiasi rivendica- 
zione precedente, in cui gli acidi grassi sono 
presenti sotto forma di sali f armaceuticamente 
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accettabili . 

9. Composizione secondo qualsiasi rivendica- 
zione precedente, in cui gli aoidi grass! sono 
presenti sotto forma di derivati f armaceuticamente 
accettabili . 

10. Composizione secondo la rivendicazione 9, 
in cui il derivato e un estere. 

11. Composizione secondo la rivendicazione 

10, in cui l'estere b un estere alchilico. 

12. Composizione secondo la rivendicazione 

11, in cui gli acidi grassi sono present! sotto 
forma di esteri etilici. 

13. Composizione secondo una qualsiasi delle 
precedenti rivendicazioni per 11 trattamento o la 
profilassi di fattori multipli di rischio per 
disturbi cardiovascolari . 

1*1. Procedimento di produzione di una composi- 
zione di acidi grassi secondo una qualsiasi delle 
rivendicazioni 1-12, in cui materiale marino oleoso 
grezzo b sottoposto alle seguenti fasi lavorative 
in sequenza facoltativa: transesterif icazione , 
concentrazione e distillazione molecolare, per cui 
e isolata una frazione principale contenente esteri 
degli acidi omega-3 C 20:5 e C 22:6 ed avente una 
quantita complessiva di esteri di acidi grassi poll- 
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insaturi ornega-3 aventi una lunga catena di almeno 
C 20 di almeno 80% in peso, la concentrazione e la 
distillazione molecolare essendo effettuate in 
condizioni one evitano 1 1 ossidazione e 1 ' isomerizza- 
zione degli acidi omega-3; e, se si desidera, 
idrolizzando successivamente gli esteri di acidi 
grass! omega-3 ad acidi grass! liberi, e, se si 
desidera, trasformando quindi gli acidi grassi 
liberi in sali farmaceuticamente accettabili. 

15. Frocedimento secondo la rivendicazione 
m, in cui la detta fase di concentrazione e effet- 
tuata mediante f razionamento con urea. 

16. Uso di una composizione contenente almeno 
1'80% in peso di acidi grassi omega-3, di cui 
1'acido 5,8, 11 , 1 1 ) » 17-eicosapentaenoico (EPA) C 20:5 
(tutti Z) e 1'acido H , 7 , 1 0 , 1 3 , 1 6 , 1 9-docosaesaenoico 
(DBA) C 22:6 (tutti Z) sono presenti in quantita 
relative da 1:2 a 2:1 e costituiscono almeno il 75% 
in peso degli acidi grassi totali, per la produzione 
di unpreparato farmaceutico per il trattamento o la 
profilassi di fattori multipli di rischio per 
disturb! cardiovascolari . 

17. Uso secondo la rivendicazione 16, in cui 
la detta composizione e come definite in una qual- 
siasi delle rivendicazioni 1-12. 
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18. Procedimento di produzione di una composi- 
zione f armaceutica per il trattamento o la profilas- 
si di fattori multipli di rischio per disturb! 
cardiovascolari comprendente 1 « incorporazione in un 
veicolo o diluente farmaceuticamente accettabile di 
una composizione secondo una qualsiasi delle riven- 
dicazioni 1-12. 

19. Composizione di acidi grassi secondo la 
ri vendicazione 1 e sostanzialmente come sopra 
descritta . 

20. Procedimento per la produzione di una 
composizione farmaceutica sostanzialmente come 
descritto nell ' esempio. 



